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要 :【 目 的) 泛 素 化 修饰 广泛 参与 细胞 周期 \ 信 号 传导 、 转 录 调 控 、 免 疫 应 答 等 多 个 方面 ,是 细胞 内 
一 种 非常 重要 的 蛋白 水 平 可 逆 修 饰 。 但 目前 关于 泛 素 - 蛋 和 白 酶 体系 统 是 否 参 与 介 体 昆 虫 传播 病毒 
还 鲜 有 报道 。 本 研究 旨 在 探索 泛 素 -蛋白 酶 体系 统 在 烟 粉 息 Bemisia tabaci 44 35 3 35 3 H v s 
( Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV ) 过 程 中 所 起 的 作用 。【 方 法 】 通 过 RT-qPCR 分 析 取 食 感 染 
TYLCV 和 不 感染 TYLCV 番 茵 植物 的 烟 粉 剧 成 虫 体内 泛 素 和 蛋白 酶 体 亚 基 基因 的 表达 ,采用 
Western blot 检测 TYLCV 侵 业 后 烟 粉 虱 成 虫 体 内 泛 素 蛋 和 白人 含量 的 变化 ; 饲 喂 抑制 剂 和 注射 双 链 
RNA 的 方法 抑制 烟 粉 乃 成 虫 体 内 蛋白 酶 体 活 性 后 ,通过 RT-qPCR 测定 其 体内 TYLCV 含量 的 变化 。 
[ Z X AHAA kir TYLCV 后 , 泛 素 以 及 26S 蛋白 酶 体 亚 基 4、.6B 和 B 基因 的 表达 量 没有 发 生 
显著 变化 ,体内 游离 泛 素 和 缓 合 泛 素 的 含量 以 及 两 者 的 比例 也 都 没有 显著 改变 ,表明 TYLCV 侵 染 

不 会 影响 烟 粉 乃 体 内 泛 素 -蛋白 酶 体 的 活性 。 但 饲 喂 抑制 剂 (Bortezomib 或 MGI32) 或 沉默 Rpnll 
抑制 蛋白 酶 体 活性 后 , 烟 粉 乃 成 虫 体内 的 TYLCV 含量 显著 升 高 。【 结论 ) 泛 素 -蛋白 酶 体系 统 对 烟 
粉 恤 体 内 的 TYLCYV 起 负 调 控 作 用 ,该 系统 可 能 通过 直接 降解 病毒 或 激活 免疫 反应 等 方式 抑制 病毒 
含量 ,进而 帮助 烟 粉 乱 应 对 TYLCYV 带 来 的 不 利 影响 。 
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Effects of ubiquitin-proteasome system on Tomato yellow leaf curl virus in 


whitefly Bemisia tabaci ( Hemiptera: Aleyrodidae) 
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Agriculture Key Laboratory of Molecular Biology of Crop Pathogens and Insects, Institute of Insect 
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Abstract: [ Aim] Ubiquitination is an important reversible post-translational modification, which is 
involved in cell cycle, signal transduction, transcriptional regulation and immune response. However, 
the function of ubiquitin-proteasome system in virus transmission by insect vectors remains unknown. This 
study aims to explore the interactions between the ubiquitin-proteasome system of whitefly Bemisia tabaci 
and Tomato yellow leaf curl virus ( TYLCV ). [Methods] The expression levels of ubiquitin and 
proteasome subunit genes in Bemisia tabaci adults feeding on TYLCV -infected and uninfected tomato 
plants were detected by RT-qPCR. Changes in the contents of free and conjugated ubiquitin proteins in 
B. tabaci adults after TYLCV infection were detected by Western blotting. After the ubiquitin-proteasome 
system was disrupted with specific inhibitors or dsRNA injection, changes in the TYLCV content in 
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B. tabaci adults were detected by RT-qPCR. [Results] Carrying TYLCV did not lead to significant 


change in the expression levels of ubiquitin and 26S proteasome subunit 4, 6B and B genes in B. tabaci 


adults, and had no influence on the contents of free ubiquitin and conjugated ubiquitin proteins and their 


ratio, suggesting that TYCLV has no effect on the ubiquitin-proteasome system of the whitefly. However, 


disrupting ubiquitin-proteasome system by specific inhibitors Bortezomib or MG132 or silencing Rpn11 by 


RNAi led to significant increase in the TYLCV content in B. tabaci adults. [ Conclusion] Ubiquitin- 


proteasome system negatively regulates the TYLCV content in B. tabaci. Ubiquitin-proteasome system 


might help the whitefly to counteract the negative influence from TYLCV through degrading the virus 


directly or activating immune response. 


Key words: Bemisia tabaci; Begomovirus; Tomato yellow leaf curl virus ((TYLCV) ; virus transmission; 


ubiquitin; proteasome 








烟 粉 乱 Bemisia tabaci ( Gennadius ) JR 2E $% H 
( Hemiptera ) 9j WUP} ( Aleyrodidae ) ,是 一 种 广泛 分 布 
于 热带 .亚热带 以 及 相 邻 温带 地 区 的 重要 农业 害虫 
( Brown et al., 1995; De Barro et al., 2011), JJ TL 
是 一 个 隐 存 种 复合 群 ,目前 已 知 烟 粉 乱 至 少 包含 36 
个 外 部 形态 难以 区 分 但 遗传 特性 差异 明显 的 隐 存 种 
( Brown et al., 1995; De Barro et al., 2011; Liu et 
al., 2012; Boykin, 2014) 。 烟 粉 乱 主 要 通过 直接 取 
食 植 物 万 皮 部 汗液 和 传播 植物 病毒 病 的 方式 造成 危 
害 , 其 中 以 传播 植物 双生 病毒 所 造成 的 危害 最 为 严 
Œ (Guo et al., 2008) 。 目 前 田间 主要 通过 喷 施 杀 
虫 剂 等 手段 控制 烟 粉 乱 ,从 而 减轻 双生 病毒 传播 造 
成 的 经 济 损失 ,但 效果 有 限 。 探 究 烟 粉 乔 传 播 双 生 
病毒 的 过 程 可 以 帮助 我 们 更 好 地 设计 病毒 防 控 
策略 。 

烟 粉 乔 以 循环 型 方式 传播 双生 病毒 ,病毒 在 烟 
粉 乱 体 内 需要 经 过 肠 道 . 血 淋巴 和 唾液 腺 ,最终 随 唾 
液 一 起 被 分 泌 至 新 的 植物 上 (Czosnek er al., 2002; 
Gray and Gildow, 2003; Hogenhout et al., 2008)。 在 
ix 3f nn ARUE) S3 DUE X e C IBIEE TE EZ BO 8 
TE ( Hogenhout et al., 2008) , Rubinstein 和 Czosnek 
(1997) 发 现 携带 番茄 黄 曲 叶 病 毒 (Tomaio yellow 
leaf curl virus, TYLCV ) X ABD SUE TP Middle East- 
Asia Minor 1( MEAMI ,先前 的 报道 中 也 被 称 作 B Æ 
物 型 ) 有 着 负面 影响 。 当 MEAMI 烟 粉 乱 从 植物 获 
取 TYLCYV 后 , 烟 粉 乱 的 生殖 能 力 以 及 寿命 各 降低 了 
近 50% 。Luan 等 (2011) 通过 转录 组 分 析 比 较 了 携 
带 以 及 不 携带 中 国 番茄 黄 曲 叶 病 毒 ( Tomato: yellow 
leaf curl China virus, TYLCCNV ,， 另 一 种 在 中 国 普遍 
发 生 的 双生 病毒 ) 的 MEAMI 烟 粉 乱 的 基因 表达 水 
平 , 发 现 TYLCCNYV 不 仅 影 响 了 烟 粉 虱 细 胞 周期 蛋 
白 和 初级 代谢 产物 的 合成 ,还 可 以 激活 细胞 自 哈 、 抗 
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菌 肽 等 免疫 途径 (Luan et al., 2011) 。 

泛 素 化 (ubiquitination) 是 生命 体内 一 种 重要 的 
蛋白 翻译 后 水 平 修饰 ,在 蛋白 质 降解 、 蛋 白 功 能 和 活 
性 调节 以 及 蛋白 质 定 位 等 方面 都 起 到 了 重要 的 作用 
(Glickman and Ciechanover, 2002; Kerscher et al., 
2006; Komander and Rape, 2012). fri? 3& XE F% Mi 
的 作用 下 32 RE H (ubiquitin ) 通过 异 肽 键 被 选择 
性 地 连接 至 靶 标 蛋白 上 。 被 多 聚 泛 素 化 修饰 的 蛋 白 
将 会 被 进一步 运往 蛋白酶 体 (proteasome ) 进行 降 
ft ,并 重新 将 游离 的 泛 素 蛋 白 释 放 至 细胞 质 内 。 泛 
素 化 修饰 与 蛋白 酶 体 相 互 配合 共同 影响 细胞 周期 、 
细胞 免疫 应 答 以 及 基因 转录 调控 等 过 程 ( Glickman 
and Ciechanover, 2002; Kerscher et al., 2006; 
Komander and Rape, 2012) 。 之 前 的 研究 表明 泛 素 - 
蛋白 酶 体系 统 (ubiquitin-proteasome system ) 可 能 参 
与 病毒 在 寄主 细胞 内 的 增殖 和 运输 ,例如 鞠 苹 黄花 
叶 病 毒 ( Turnip yellow mosaic virus, TYMV ) 在 侵 染 后 
期 可 以 利用 寄主 的 泛 素 -蛋白 酶 体系 统 降解 RNA 依 
WA RNA 聚合 酶 (RNA-dependent RNA polymerase , 
RdRp) ,从 而 帮助 病毒 更 好 地 组 装 与 增殖 (Schwartz 
et al. , 2004; Camborde et al., 2010) 。 此 外 泛 素 化 还 
可 以 介 导 西 尼 罗 病 毒 ( West. Nile virus, WNV) 以 及 其 
细胞 表面 受 体 E-cadherin 的 内 化 (internalization ) , 
帮助 西 尼 罗 病 毒 侵 染 寄主 细胞 ( Krishnan et aL, 
2008). 。 抑 制 蛋 白 酶 体 活 性 还 可 以 抑制 单纯 疱疹 病 
T ( Herpes simplex virus, HSV ) 进 入 寄主 细胞 (Delboy 
et al., 2008) 。 

Gorovits 等 (2014 ) 发 现 利 用 MG132 抑制 植物 蛋 
白 酶 体 活性 后 ,植物 中 TYLCYV 含量 显著 升 高 ,说 明 
植物 可 能 通过 泛 素 -蛋白 酶 体系 统 对 双生 病毒 进行 
降解 。 但 目前 双生 病毒 如 何 与 烟 粉 乱 的 泛 素 -蛋白 
酶 体 互 作 依然 未 知 。 泛 素 -蛋白 酶 体系 统一 方面 可 
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能 帮助 烟 粉 乱 抑 制 体 内 的 双生 病毒 含量 ,通过 特异 
性 泛 素 化 病毒 蛋白 直接 降解 病毒 ,或 通过 激活 细胞 
免疫 的 方式 干扰 病毒 在 细胞 内 的 运输 与 增殖 ; 另 一 
方面 ,双生 病毒 可 能 利用 泛 素 -蛋白 酶 体系 统 来 控制 
细胞 的 细胞 周期 信号 传导 、 免 疫 应 答 等 ,使 细胞 更 
有 利于 自身 的 运输 与 增殖 。 基 于 此 ,为 了 明确 烟 粉 
TOZ R -E AMHR X TYLCV 的 作用 和 影响 ,本 研究 
通过 抑制 剂 饲 喂 以 及 双 链 RNA 沉默 等 方法 对 该 问 
题 展开 研究 。 



























































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 与 植物 

供 试 昆虫 MEAMI ECC REUS RU, OR SS T TTL. 
杭州 乔 司 的 甘蓝 上 ,并 通过 mtC01 基因 序列 
( GenBank 登录 号 : KM821540 ) 对 烟 粉 乱 的 种 群 进 
行 鉴定 。 采 集 后 烟 粉 融 饲 养 在 TYLCV 的 非 寄 主 植 
物 棉花 Gossypium hirsutum 上 ,每 隔 2 ~3 个 月 重新 
对 种 群 进行 鉴定 。 烟 粉 乔 隐 人 存 种 鉴定 采用 miCOT 
































限制 性 片段 长 度 多 态 性 分 析 ( PCR-restriction 
fragment-length polymorphism, RFLP) 和 miCOI 基因 
测序 进行 分 析 ( Boykin et al, 2007 ; 秦 丽 等 , 2013) 。 

烟 粉 乱 饲 养 条 件 : 光 周期 14L: 10D ,温度 27 € 1C, 

相对 湿度 70% + 上 1096, TYLCV 的 天 然 寄 主 番 茄 
Solanum lycopersicum 作为 病毒 毒 源 用 于 实验 。 实 验 
所 用 番茄 品种 为 合作 903 ,棉花 品种 为 浙 棉 1793 。 





供 试 植物 在 无 虫 温室 内 培育 至 6 ~7 片 真 叶 后 用 于 
实验 ,培育 条 件 为 温度 27 x27C ,相对 湿度 5096 x 
20% 。 

1.2 带 毒 植物 的 获取 





供 试 病毒 TYLCV ( GenBank 登录 号 : 
AM282874. 1) 的 侵 染 性 克隆 由 周 雪 平 教授 实验 室 提 
供 (Zhang et al., 2009)。 带 毒 植物 的 获取 采用 叶片 
浸润 法 。 在 番茄 生长 至 3 ~4 片 真 叶 时 ,用 一 次 性 注 
射 器 注射 侵 梁 性 克隆 悬浮 液 至 叶片 背面 ,使 菌 液 浸 
润 叶片 。 之 后 让 植物 正常 生长 , 待 生长 至 6 ~7 片 真 
叶 后 通过 症状 及 PCR 确认 植物 发 病 , 即 获 得 可 用 于 
实验 的 带 毒 植物 。PCR 检测 引物 见 表 1。 


























表 1 本 研究 使 用 引物 序列 
Table 1 Primers used in this study 





引物 引物 序列 (5' 37) 引物 用 途 
Primers Primer sequences Primer usage 








TYVI F ATCGAAGCCCTGATGTTCCTCGTGG TYLCV PCR 诊断 
TYVI R CAGAGCAGTTGATCATG TYLCV PCR diagnose 
ubiquitin 下 TTCCAATTGTTITACCAGCGA 
ubiquitin R AGGAAAGACCATCACCTTGG 


Proteasome 4 F 
Proteasome 4 R 
Proteasome 6B F 
Proteasome 6B R 
Proteasome. b. F 


Proteasome b R 


TCCTGTCTTTGACGTTGCTC 
AATTTGGAGTTGACCCGAAC 
GAGAAGGTCCCAGGATGGTA 
GTCAGCACCAGTTTGAGCAT 
ATGGTGGATAACATCTGCGA 

CTCTCCAACGATTCCGTTCT 


实时 荧光 定量 PCR 





RPL32 下 TGTTGCCCAACCACTTCCGT RT-qPCR 
RPL32 R TTGGCGGATACGTTGTGTGC 
Actin 下 TCTTCCAGCCATCCTTCTTG 
Actin. R CGGTGATTTCCTTCTGCATT 
TYLCV F GAAGCGACCAGGCGATATAA 
TYLCV R GGAACATCAGGGCTTCGATA 
Rpnll F AAACGACCAGTAACCTTGGG 
Rpnll R TCCAGTTCATTCTTGCGGTA 
TET GCGTAATACGACTCACTATAGGG 
GAACAAGACTAAAAACTCACATCA 体外 转录 
PRI GCGTAATACGACTCACTATAGGG In vitro RNA transcription 


CTCCATAAACTACCGCAAGAAT 
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1.3 ”双生 病毒 对 烟 粉 虱 体 内 泛 素 化 的 影响 

分 别 将 约 1 200 头 羽化 3 d 内 的 烟 粉 虱 成 虫 转 
移 至 感染 TYLCV 和 不 感染 TYLCV 的 番茄 植物 上 。 
取 食 4, 12, 24, 48 和 72 h 后 ,分别 收集 番茄 上 的 烟 
WARE, 8E30 头 为 一 个 重复 ,各 3 个 重复 。 用 液 
氮 快 速冻 死 后 ,根据 TRIzol (15596026, Ambion) 说 
明 书 提取 烟 粉 乱 总 RNA, 通 过 反 转 录 试 剂 盒 
( PrimeSeript RT Reagent Kit with gDNA Eraser, 
RR047, TaKaRa) 合成 cDNA, 并 通过 定量 PCR 
(SYBR Premix Ex Taq I , RR820, TaKaRa) XJ 17 z& 
和 和 蛋白 酶 体 亚 基 基 因 的 表达 量 进 行 检 测 。 本 实验 以 
Rpl32 (ribosomal protein L32) 为 内 人 参 基 因 ,每 个 样品 
3 个 技术 重复 。 本 实验 使 用 的 引物 列表 见 表 1。 

取 食 72 h 后 ,分 别 收集 带 毒 及 不 带 毒 番茄 上 的 
TRUE SU, Ht, fj 100 头 为 一 个 重复 ,各 3 个 重复 。 在 
液 所 中 快速 冻 死 后 ,每 100 头 烟 粉 乱 加 入 100 pL 含 
有 1 mmol/L PMSF 的 RIPA 裂解 液 和 研磨 珠 ,70 Hz 
震荡 研磨 300 s ,然后 4% 12 000 r/min 离心 5 min, 
取 上 清 即 为 烟 粉 乔 总 蛋白 提取 液 。 利 用 BCA 试剂 
盒 (Pierce BCA Protein Assay Kit, 23227, Thermo ) 测 
定 烟 粉 乱 总 蛋白 样品 的 浓度 后 用 RIPA 将 其 稀释 至 
统一 浓度 ,并 按 1:4 的 体积 比例 加 入 5 x SDS 缓冲 
18 ,1007C2K 18 5 ~ 10 min。 最 后 通过 Western blot 检 
测 样 品 中 的 泛 素 蛋白 。 泛 素 抗体 购 于 Enzo Life 
Sciences (BML-PW0930-0100 ) 。 
1.4 饲 喂 抑 制剂 抑制 蛋白 酶 体 活性 

以 二 甲 基 亚 砚 (dimethyl sulfoxide, DMSO) HX 
剂 溶解 蛋白 酶 体 抑制 剂 Bortezomib ( S1013, 
Selleck) 和 MG132 (82619, Selleck ) ,分 别 配制 浓度 
为 25 和 50 mmol/L 的 母液 。 按 1:1 000 的 体积 比 
将 上 述 母 液 稀释 于 30% 的 蕊 糖 溶液 中 作 人 处 理 组 的 
人 工 饲料 ,并 将 DMSO( 阴性 对 照 ) 按 相同 比例 稀释 
F 3096 的 蔗糖 溶液 中 作对 照 组 的 人 工人 饲料 。 将 配 
制 好 的 人 工 饲料 封 于 双 层 parafilm 膜 内 ,并 用 玻璃 
双 通 管 对 烟 粉 乔 进 行 饲 喂 。 取 新 羽化 3 d 内 的 烟 粉 
虱 成 虫 进行 人 工 饲 料 饲 喂 。 取 食 抑 制剂 2 d 后 ,将 
处 理 组 以 及 对 照 组 烟 粉 珊 分 别 转移 至 感染 TYLCV 
的 番茄 植株 上 取 食 。 
1.5 RNA-CFHE( RNAi) 抑制 Rpn11 的 表达 

以 1.3 节 中 获得 的 烟 粉 融 cDNA 为 模板 PCR 
得 到 两 端 都 带 有 T7 启动 子 的 Rpn11 序列 。PCR 反 
应 体系 为 50 pL:2.5 U Ex Taq (RROOI , TaKaRa), 
10 x Buffer 5 pL, 模 板 2 uL, 2. 5 mmol/L dNTPs 
mixture 4 pL, 正 反 向 引物 终 浓度 各 0. 4 kmolL。 























































































































PCR 反应 程序 :98Y 预 变性 1 min; 98% 变性 30 s, 
53% 退火 30 s, 72% 延伸 1 min, 重复 35 个 循环 后 
72% 延伸 10 min。 以 PCR 得 到 的 片段 为 模板 通过 
T7 RNAi Transcription Kit (TR102 ，Vazyme ) 体外 转 
录 得 到 Rpnll 的 双 链 RNA。 将 双 链 RNA 稀释 至 8 
Mg/kL, 利 用 毛细 管 以 及 显 微 操 作 设 备 将 双 链 RNA 
溶液 注射 至 烟 粉 融 瞧 虫 胸部 ,并 以 dsGFP 作为 阴性 
对 照 。 取 新 羽化 3 d 内 的 成 虫 用 于 实验 ,一 般 注 射 
于 胸 节 之 间 的 隔膜 处 ,注射 量 约 为 每 头 成虫 6. 0 
nL。 注 射 结 束 后 ,将 烟 粉 乱 置 于 棉花 上 恢复 3 do 
然后 将 处 理 组 以 及 对 照 组 烟 粉 乱 分 别 转移 至 感染 
TYLCV HEIER ERA 

注射 3 d 后 ,从 棉花 上 分 别 吸 取 处 理 及 对 照 组 
烟 粉 乔 ,每 20 头 烟 粉 乱 一 个 重复 ,各 5 个 重复 。 通 
过 RT-qPCR 检测 Rpnll 的 沉默 效率 ,具体 方法 同 
1.3 节 。 本 实验 使 用 的 引物 序列 见 表 1。 
1.6 烟 粉 虱 体 内 病毒 含量 检测 

烟 粉 珊 取 食 带 毒 植物 24, 48, 72, 96, 144 和 
192 h 后 分 别 收集 处 理 组 及 对 照 组 烟 粉 乱 成 虫 检测 
体内 的 病毒 含量 ,每 10 头 肉 虫 为 一 个 重复 ,各 3 个 
复 。 在 1.5 mL 离心 管 中 加 入 100 pL 裂解 液 (10 
mmol/L Tris-HCl pH 8. 4, 50 mmol/L KCl, 0. 4596 
Tween-20, 0.45% NP-40, 0.2% 明胶 和 60 mg/L £& 
白 酶 K) ,20 ~ 30 颗 研 磨 珠 和 10. 3E HE PE RU UR 
虫 。70 Hz 研磨 5 min, 短暂 离心 后 56C 水 浴 60 
min ,100% 沸水 浴 10 min, 12 000 r/min 离心 3 min 
后 取 上 清 。 通 过 RT-qPCR 检测 烟 粉 融 体 内 的 病毒 
含量 ,本 实验 使 用 的 内 参 为 Actin ,引物 序列 见 表 1。 
1.7 数据 分 析 

使 用 SPSS 软件 对 数据 进行 分 析 。 不 同 烟 粉 乔 
体内 的 病毒 含量 以 及 基因 表达 量 差异 分 析 采 用 双 尾 
独立 样品 了 检验 。 差 异 显著 性 水 平 为 已 <0.05。 




















































































































2 结果 


2.1 TYLCY 对 烟 粉 剧 体 内 泛 素 -蛋白 酶 体 的 影响 
将 烟 粉 乱 成 虫 从 棉花 转移 至 带 毒 或 不 带 毒 番 茄 
后 ,分别 检测 烟 粉 乱 体 内 泛 素 .26S 蛋白 酶 体 调节 亚 
基 6B 26S 蛋白 酶 体 调 节 亚 基 4 以 及 和 蛋白酶 体 亚 基 
B 基因 的 表达 量变 化 。 与 取 食 不 带 毒 番 茄 的 烟 粉 乱 
相 比 , 烟 粉 乱 在 取 食 感染 TYLCV 的 番茄 后 泛 素 和 和 蛋 
白 酶 体 亚 基 基 因 的 表达 量 没 有 发 生 明 显 的 变化 (图 
1) 。 但 是 随 着 烟 粉 乔 在 番茄 上 的 取 食 时 间 延 长 ,这 
些 基因 的 表达 量 都 逐渐 升 高 ， 这 可 能 是 因为 寄主 转 
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图 1 取 食 感染 TYLCV 和 不 感染 TYLCV 的 番茄 植物 后 烟 
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粉 乱 成 虫 体 内 泛 素 和 蛋白酶 体 亚 基 基因 表达 量 的 变化 


Change in the expression levels of ubiquitin and proteasome subunit genes in Bemisia tabaci 


adults feeding on TYLCV-infected and uninfected tomato plants 
羽化 3 d 内 的 烟 粉 乔 成 虫 在 感染 TYLCY 及 不 带 毒 盔 茄 上 取 食 不 同时 间 后 泛 素 和 蛋白 酶 体 亚 基 基因 : 泛 素 基因 (A) .26S 蛋白 酶 体 调 节 亚 基 6B 




















基因 (B) .26S 蛋白 酶 体 调节 亚 基 4 基因 (C) 和 和 蛋白酶 体 亚 基 B 基因 

















(D) 的 表达 量变 化 。 烟 粉 乔 Rpl32 为 本 实验 的 内 参 。 图 中 数值 为 平均 值 + 





标准 误 。 人 处 理 组 与 对 照 组 烟 粉 蛋 的 基因 表达 量 不 存在 显著 差异 (P >0.05, 独立 样品 了 检验 ;n =3)。Whitefly adults emerged in 3 d were 


transferred to TYLCV-infected tomato plants or uninfected tomato plants, and collected at different time post feeding on tomato plants. The expression 











levels of ubiquitin gene ( A) , 26S proteasome regulatory subunit 6B gene ( B), 26S proteasome regulatory subunit 4 gene ( C) and proteasome beta 


subunit gene (D) in whitefly were quantified by RT-qPCR. The whitefly Rpl32 was chosen as the endogenous reference. Data shown are mean € SE. The 


difference in the expression levels between the control and treatment groups was insignificant ( P » 0.05, independent-samples T test; n 23). 


移 对 烟 粉 乱 产 生 了 一 定 影 响 ,或 是 由 烟 粉 乱 年 龄 增 
加 导致 的 。 

由 于 泛 素 -蛋白 酶 体系 统 是 一 种 蛋白 水 平 的 修 
饰 与 降解 ,定量 基因 的 表达 无 法 很 好 展示 蛋白 层面 
的 变化 。 因 此 我 们 进一步 通过 Western blot 检测 烟 
粉 乱 体 内 泛 素 蛋白 的 变化 (图 2) 。 位 于 最 底部 的 电 
泳 条 带 为 细胞 中 游离 的 单个 泛 素 蛋白 分 子 (8. 5 
kD) 。 此 外 ,由 于 泛 素 和 蛋白 可 以 通过 异 肽 键 与 多 种 
蛋白 质 偶 联 ,因此 可 以 在 大 于 8.5 kD 的 许多 位 置 检 
测 到 多 个 条 带 ,弥散 的 信号 可 能 也 代表 丰 度 较 低 的 
和 蛋白。 由 图 2 可 知 ,在 感染 TYLCY 病毒 的 番茄 植物 
上 取 食 3 d 后 , 烟 粉 乔 体 内 游离 的 泛 素 分 子 和 偶 联 
的 泛 素 分 子 的 含量 以 及 两 者 的 比例 都 没有 发 生 明显 
的 变化 。 这 些 结果 说 明 在 烟 粉 乱 携 带 TYLCYV 后 , 烟 
粉 乱 的 泛 素 -蛋白 酶 体系 统 运转 正常 ,其 整体 活性 并 
没有 受到 显著 影响 。 





































































































2.2 人 饲 喂 抑 制剂 对 烟 粉 虱 体 内 TYLCY 含量 的 影响 
通过 饲 喂 Bortezomib 或 MG132 抑制 烟 粉 乱 成 
虫 体内 蛋白 酶 体 的 降解 活性 ,并 分 别 以 DMSO 作为 
阴性 对 照 ,观察 其 对 烟 粉 乱 体 内 TYLCV 的 影响 。 饲 
喂 抑 制剂 2 d 后 将 处 理 组 和 对 照 组 烟 粉 乱 分 别 转移 
至 感染 TYLCY 的 番茄 植物 上 , 获 毒 不 同时 间 后 收集 
办 粉 乱 并 通过 RT-qPCR 检测 烟 粉 乱 体 内 的 病毒 含 
t. UE Bortezomib 或 MG132 都 可 以 显著 提高 烟 
粉 虱 体 内 的 TYLCY 含量 ,但 MG132 对 病毒 的 影响 
略 低 于 Bortezomib ,并 且 MG132 在 晚期 对 TYLCYV 含 
量 的 影响 并 不 显著 (图 3)。 
2.3 ”基因 沉默 对 烟 粉 虱 体 内 TYLCY 含量 的 影响 
Rpn11 是 26S 和 蛋白酶 体 调节 亚 基 的 重要 组 成 部 
分 ,抑制 Rpnll 表达 可 以 阻碍 26S 和 蛋白酶 体 的 正常 
组 装 , 从 而 抑制 蛋白 酶 体 的 活性 。 通 过 显 微 注射 
dsRNA 沉默 烟 粉 融 Rpn11 并 以 dsGFP 作为 阴性 对 
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照 。3 d 后 取 部 分 烟 粉 融 成 虫 检测 基因 的 沉默 效 
率 , 并 将 其 余 烟 粉 乱 转 移 至 感染 TYLCV 的 番茄 植株 
上 , 获 毒 不 同时 间 后 收集 烟 粉 乱 并 通过 RT-qPCR 检 
测 烟 粉 乱 体 内 病毒 含量 。 注 射 dsRpn11 可 以 显著 抑 
制 Rpnll 的 表达 (图 4: A)。 沉默 Rpnll 后 导致 前 
期 烟 粉 乱 体 内 TYLCV 含量 显著 升 高 ,但 随 着 时 间 的 
推移 ,沉默 Rpnll 对 烟 粉 融 体 内 TYLCYV 含量 的 影响 
越 来 越 小 (图 4: B)。 
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3 讨论 


真 核 生物 的 泛 素 -蛋白 酶 体系 统 是 一 种 调节 细 
胞 内 蛋白质 稳 态 的 重要 机 制 , 通 过 特异 性 降解 靶 标 
蛋白 广泛 参与 多 种 细胞 过 程 。 前 人 发 现 一 些 病毒 可 
以 利用 泛 素 -蛋白 酶 体系 统 来 帮助 自身 的 侵 染 与 增 
殖 ,但 相关 研究 都 集中 在 病毒 与 其 寄主 之 间 ( Burch 
and Weller, 2004; Palacios et al., 2005; Delboy et 
al., 2008; Krishnan et al., 2008; Satheshkumar et 
al., 2009; Camborde et al., 2010; Raaben et al., 
2010), 

AWIE , IE EG HUABUE) e TYLCV 之 后 
并 不 影响 泛 素 和 和 蛋白 酶 体 亚 基 基因 的 表达 ,也 不 影 
响 烟 粉 乱 体 内 游离 泛 素 和 偶 联 泛 素 和 蛋白 的 含量 以 及 
两 者 的 比例 ,但 抑制 蛋白 酶 体 活性 后 可 以 显著 提高 
烟 粉 虱 体 内 的 TYLCV 含量 。 虽然 在 获 毒 后 期 
MC132 和 沉默 好 nz11 对 烟 粉 乱 体 内 病毒 含量 的 影 
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图 3 抑制 剂 Bortezomib (A) 和 MC132 (B) 对 取 食 感染 TYLCV 的 番茄 植物 的 烟 粉 乱 成 虫 体内 TYLCV 含量 的 影响 
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图 2 取 食 感染 TYLCV 和 不 感染 TYLCY 的 番茄 植物 后 
烟 粉 乔 成 虫 体内 游离 及 偶 联 泛 素 蛋白 含量 的 变化 


Fig. 2 Change in the contents of free and conjugated ubiquitin 





proteins in Bemisia tabaci adults feeding on TYLCV-infected 
and uninfected tomato plants 
利用 泛 素 特异 的 抗体 通过 Western. blot 检测 烟 粉 乱 成 虫 体 内 泛 素 蛋 
白 的 变化 ,图 中 左 侧 为 羽化 3 d 内 的 烟 粉 珊 成 虫 在 TYLCV 带 毒 番茄 
上 取 食 3 d 的 样品 , 右 侧 为 在 健康 番茄 上 取 食 3 d 的 烟 粉 融 成 虫 样 
品 。 单 个 泛 素 蛋白 分 子 的 大 小 约 为 8.5 kD ,与 其 他 蛋白 偶 联 的 泛 素 
分 子 其 电泳 大 小 取决 于 偶 联 蛋白 的 分 子 量 。Whitefly adults emerged 


in 3 d were transferred to TYLCV-infected tomato plants (left) or healthy 





















































(right) tomato plants for 3 d, and the contents of free and conjugated 
ubiquitin proteins were quantified by Western blotting using ubiquitin 
specific antibody. The molecular weight of free ubiquitin is about 8. 5 
kD, and that of conjugated ubiquitin depends on the target protein 


conjugated. 
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Fig. 3 Effect of the inhibitors Bortezomib ( A) and MG132 (B) on the TYLCV content in Bemisia tabaci 
adults feeding on TYLCV-infected tomato plants 























用 Bortezomib 或 MG132 饲 喂 羽化 3 d 内 的 烟 粉 乔 成 虫 2 d 后 将 烟 粉 乔 转 移 至 带 毒 盔 茄 上 , TED BARREA I] ENSE TR] Jes Uc SE RUE 80 x t er ABUS 
虱 体 内 的 病毒 含量 ,以 饲 喂 溶剂 DMSO 的 烟 粉 乱 作 为 阴性 对 照 。 烟 粉 乱 基 因 组 Actin 基因 为 本 实验 的 内 参 。 图 中 数值 为 平均 值 + 标准 误 , 柱 上 
星 号 表示 处 理 与 对 照 间 差异 显著 (已 <0.05 ,独立 样品 了 检验 ;in =3)。Whitefly adults emerged in 3 d were fed with Bortezomib or MG132 for 2 d and 





























transferred to TYLCV-infected tomato plants, and those fed with the solvent DMSO were included as the control. The virus titers in whiteflies were 





measured by RT-qPCR at different time post feeding on tomato plants. Genomic DNA of whitefly Actin was chosen as the endogenous reference. Data 


shown are mean + SE. Asterisk above bar indicates statistically significant difference ( P «0.05, independent-samples T test; n 23) between the control 


and treatment groups. 


























12 ji 夏 文 强 等 : 泛 素 -蛋白 酶 体系 统 对 烟 粉 乱 体 内 番茄 黄 曲 叶 病毒 的 影响 1417 
A B 
0.6 10 
2 C dscrP 
= o z Bl 51 
E 1 
ius E: 04 Kon E 6 * 
R E E 
RE $ > 号 
pe o 2 4 
Fe 0.2 mS * 
CM E s 
$ 32 
[5] 
ec 
0.0 3 
dsGFP dsApnll 24 48 72 9 144 192 
; Ki 获 毒 时 间 Feeding time (h) 
图 4 沉默 Rpnll 对 取 食 感染 TYLCY 的 番茄 植物 的 烟 粉 乔 成 虫 体内 TYLCYV 含量 的 影响 





Fig. 4 Effect of Rpn11 silence on the TYLCV content in Bemisia tabaci adults feeding on TYLCV-infected tomato plants 





羽化 3 d 内 的 烟 粉 虱 成 虫 在 注射 dsRNA 3 d Jr C— B 27 FH Tr 
Rpnll 的 沉默 效率 (A) ,内 参 为 烟 粉 剧 RpI32 基因 。 
体内 的 病毒 含量 ,检测 沉默 Rnll 对 烟 粉 虱 体 内 









































病毒 TYLCV 含量 上 





Rpnll 的 表达 量 , 并 将 注射 dsGFP 
其 余 烟 粉 乔 成 虫 在 感染 TYLCV 的 带 毒 盔 匣 上 获 毒 不 同时 间 后 ,通过 定量 PCR 检测 烟 粉 乱 
HCB) -o AED 


的 烟 粉 乱 作 为 阴性 对 照 (n =3), 检验 























基因 组 Actin 基因 





为 本 实验 的 内 参 。 图 中 数值 为 平均 值 





+ 标准 误 , 柱 上 星 号 表示 处 理 与 对 照 间 差异 显著 (P<0.05, 独立 样品 了 检验 ; n 23), Whitefly adults emerged in 3 d were injected with dsRpn11 





and al 


owed to recover for 3 d and those injected with dsGFP were included as the control. The gene expression level after silencing was examined by RT- 


qPCR (n 23) to detect the gene silencing efficiency ( A). The whitefly Rpl32 was chosen as the endogenous reference. The rest of whiteflies were 


transferred to TYLCV-infected tomato plants. The virus titers in whiteflies were measured at different time post feeding on tomato plants by RT-qPCR 


(n 23) to detect the influence of silencing Rpn11 on TYLCV content (B). Genomic DNA of whitefly Actin was chosen as the endogenous reference. Data 


shown are mean + SE. The asterisk above bars indicates statistically significant difference ( P «0. 05, independent-samples T test; n 23) between the 


control and treatment groups. 





响 逐 渐 降 低 ,但 Bortezomib 仍然 可 以 显著 提高 烟 粉 
BURA ÉY TYLCV 含量 。 这 可 能 是 因为 在 获 毒 后 期 
dsRNA 的 沉默 效率 逐渐 降低 、 抑 制剂 被 烟 粉 乱 代 谢 
降解 ,进而 导致 无 法 有 效 抑制 蛋白 酶 体 活性 ; 而 
Bortezomib 的 抑制 效率 明显 高 于 MG132 ( Bortezomib 
对 和 蛋白酶 体 的 半 抑 制 浓度 为 3.5 ~ 5. 6 nmol/L, 
MG132 的 半 抑 制 浓度 为 100 nmol/L) ,因此 不 易 受 
影响 。 

双生 病毒 是 一 种 无 包 膜 的 病毒 ,病毒 颗粒 仅 由 
唯一 的 结构 蛋白 CP 和 病毒 基因 组 DNA. 组 成 
(Zhang et al., 2001) 。 抑 制 蛋白 酶 体 活 性 后 TYLCV 
含量 升 高 可 能 是 因为 蛋白 酶 体 可 以 直接 降解 病毒 的 
结构 蛋白 ,病毒 基因 组 DNA 随后 因 缺 少 保护 而 逐渐 
被 细胞 内 的 核糖 核酸 酶 降解 。 另 一 方面 , 泛 素 -蛋白 
酶 体系 统 也 可 以 通过 激活 防御 反应 (例如 NF-kB、 自 
只 等 ) 来 应 对 病毒 。NF-kB 作为 一 种 转录 因子 ,可 
以 激活 体内 免疫 相关 基因 的 表达 。 一 般 情况 下 ， 
NF-KB 与 其 抑制 因子 IkBa 结合 ;在 受到 外 界 信号 刺 
激 时 , 泛 素 -蛋白 酶 体系 统 可 以 特异 性 地 降解 IkBa， 
从 而 激活 NF-kB 的 转录 活性 ,调控 免疫 反应 
( Ferrandon et al., 2007; Hayden and Ghosh, 2012) 。 

此 外 , 泛 素 -蛋白 酶 体系 统 还 可 以 通过 影响 膜 上 


























































































































受 体 的 方式 影响 病毒 在 烟 粉 剧 中 的 运输 。 单 泛 素 化 
修饰 可 以 介 导 细胞 表面 受 体内 化 ,减少 细胞 表面 受 
体 数 量 ,抑制 病毒 的 运输 。 单 泛 素 化 修饰 膜 上 受 体 
也 可 以 介 导 受 体 和 病毒 一 同 被 运往 溶 酶 体 ,使 病毒 
最 终 在 溶 酶 体 酸性 水 解 酶 的 作用 下 被 降解 。 有 一 些 
学 者 也 认为 蛋白 酶 体 可 以 通过 一 种 未 知 的 不 依赖 于 
泛 素 的 方式 调节 病毒 在 细胞 中 的 运输 (Delboy et 
al., 2008)。 前 人 对 双生 病毒 的 研究 表明 泛 素 -蛋白 
酶 体 还 可 能 通过 热 激 蛋白 (heat shock protein, Hsp) 
等 分 子 伴 个 与 TYLCV 互 作 ,影响 TYLCV 在 烟 粉 下 
体内 的 累积 与 运输 ( Connel et al., 2001; McDonough 
and Patterson, 2003; Gotz et al., 2012) 。 

在 烟 粉 乱 传 播 双 生病 毒 的 过 程 中 ,两 者 之 间 存 
TE Ze Hu H. EIE (Gray and Gildow, 2003; 
Hogenhout et al., 2008), 4E dE B m) di, 
TYLCCNV (ZALHE Js n] LA H AE W ARCU LET EN c 
Jit LL 2S] Jo BR], dé e; MEAMI 烟 粉 乔 在 烟 
草 上 的 繁殖 力 和 寿命 (Zhang et al., 2012; Luan et 
al., 2013; Li et al., 2014) 。 但 双生 病毒 进入 烟 粉 乔 
后 也 可 以 直接 影响 其 生理 及 免疫 反应 ,并 对 烟 粉 乔 
产生 不 利 影响 。MEAMI 烟 粉 乱 携 带 TYLCCNV 后 ， 
在 棉花 (TYLCCNV 及 TYLCY 的 非 寄 主 植物 ) 上 的 






























































1418 昆虫 学 报 Acta. Entomologica. Sinica 60 卷 





寿命 和 生殖 力 分 别 降低 了 27% $10 3696 (Jiu et al., 
2007) ;MEAMI HW AGR H? TYLCV 后 ,在 棉花 上 的 
寿命 和 生殖 力 各 降低 了 近 5096 (Rubinstein and 
Czosnek, 1997) 。 双 生病 毒 进 入 烟 粉 乱 后 可 以 入 侵 
烟 粉 融 的 中 肠 、 生 殖 带 等 多 个 系统 ,并 在 脂肪 体 、 嘱 
梨 等 组 织 1 中 激活 免疫 反应 (Wang et al., 2010; Luan 
et al., 2011; Wei et al., 2017) , TYLCV 还 可 以 与 烟 
TY SUP BO GRUSS: A UK AREA Atg8 等 结 
FERREA , JERR TRE (Gotz et al., 
2012; Pusag et al., 2012; Gorovits et al., 2016), JI 
外 TYLCV 还 有 可 能 在 烟 粉 乱 体 内 合成 新 的 病毒 
DNA 以 及 转录 本 ,甚至 进行 增殖 (Czosnek et al., 
2001 ; Sinisterra et al., 2005) 。 

ZEE Az B K -E A IAS n] VL Tr AUR SUUS 
内 的 TYLCYV 4& 5t , DEBE ARUE SUELE FRE BO SE POT 
TYLCV, ls s 过 何 种 方式 影响 
双生 病毒 有 待 进一步 研究 。 本 研究 表明 烟 粉 乔 传 播 
2 5 s 互利 共 启 的 过 
程 。 双 生病 毒 作 为 一 种 外 源 的 病原 物 ,其 与 烟 粉 乔 
的 互 作 类 似 于 其 他 昆虫 与 病原 物 的 互 作 (Ferrandon 
et al., 2007) 。 烟 粉 乔 离 开 带 毒 植 物 后 ,体内 的 病毒 
粒子 会 在 泛 素 -蛋白 酶 体 和 免疫 反应 的 作用 下 逐渐 
被 降解 , 烟 粉 乱 体 内 的 病毒 含量 以 及 传 毒 效 率 也 随 
之 逐渐 下 降 ( Jiu et al., 2006; Guo et al., 2015; ME 
泽 等 , 2015) 。 虽 然 循 环 型 传播 的 病毒 通常 具有 较 
长 的 持 毒 时 间 ,但 是 如 果 可 以 激活 烟 粉 乔 泛 素 -蛋白 
酶 体系 统 加 快 病毒 的 降解 ,并 在 田间 及 时 去 除 发 病 
植株 ,可 以 更 好 地 降低 病毒 病 的 扩散 速度 。 
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